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= (54) Title: INORGANIC RESORBABLE BONE SUBSTITUTE MATERIAL AND PRODUCTION METHOD 



= (54) Bezeicbnung: ANORGANISCHES RESORBIERBARES KNOCHENERSATZMATERIAL UND HERSTELLUNGSVER- 
= FAHREN 



(57) Abstract: The invention relates to an inorganic resorbable bone substitute materia! based on calcium phosphates and to a 

method for producing the same. The material is characterized in that it comprises a loose crystal structure, i.e. the crystallites are not 
= tightly connected as in a solid body (ceramic), but they are interconnected via only a few molecular groups. The volume which is 
== occupied by collagen in natural bone is provided in the material as interconnecting pores in the nanometer range. A second pore size, 
^= also interconnecting and in the range of a few micrometers, permits collagen fibers to grow inside during tissue formation. These 
= fibers are nucleators for the inserting bio mineralization (formation of the endogenous biological apatite). The material contains a 
= third interconnecting pore category which is modeled on the spongiosa and thus ranges from approximately 100 |im to 1000 \xm 
=g while enabling a vascularization of blood vessels such that the resorption and the bone regeneration not only occurs as the surface 
^= of healthy bone but also takes place throughout the entire defect. The high inner surface of the material permits the bonding of 

endogenous or synthetic growth factors. The invention also relates to a method for producing such a material which is characterized 
== in that a highly viscous suspension of a sol of one or more oxides of the elements X (X = Al, Ca, Mg, P, Si, Ti, Zr) that is mixed with 
^= a crystalline powder is forced through a nozzle or a nozzle system and subsequently formed into any desired shape so that an open 
^= porous structure with a size corresponding to that of the filament diameters results by packing the fibers from the highly viscous 

suspension whose viscosity prevents the material from dispersing. 



(57) ZusammenfassuDg: Die Erfindung betrifft ein anorganisches resorbierbares Knochenersatzmaterial auf der Basis von Calci- 
umphosphaten und ein Verfahren zur Herstellung desselben. Das Material ist dadurch gekennzeichnet, dass es ein lockeres Kris- 
tallgefiige besitzt, d.h. die Kristallite sind nicht wie in einem Festkdrper (Keramik) dicht zusammengefugt, sondem nur uber einige 
Molekulgruppen miteinander verbunden. Das Volumen, das im naturlichen Knochen vom Kollagen eingenommen wird, ist in dem. 

^ Material als interkonnektierende Poren im Nanometerbereich vorhanden. Eine zweite Porengrdsse, ebenfalls interkonnektieren'd 
und im Bereich von einigen Mikrometem, ermSglicht ein Einwachsen von Kollagenfasem bei der Gewebebildung. Diese Fasern 

l^* sind Keimbildner fur die einsetzende Biomineralizierung (Bildung des kfirpereigenen biologischen Apatits). Das Material enthalt 
eine dritte interkonnektiemde Porenkategorie, die der Spongiosa nachempfunden ist und damit im Bereich von ca. 100 \xm bis 1000 

^ Jim liegt und damit ein Einwachsen von Blutgefassen ermoglicht, wodurch die Resorption und die Knochenneubildung nicht nur 

If} als Front vom gesunden Knochen aus erfolgt, sondem a us dem gesamten Defekt heraus geschiehL Die hohe inn ere Oberfiache 
des Materials ermoglicht es, kSrpereigene oder synthetische Wachstumsfaktoren zu binden. Ferner wird ein Verfahren fur die Her- 

/ mm s steUung eines derartigen Materials angegeben, das dadurch gekennzeichnet ist, dass eine hochviskose Suspension eines Sols eines 
Oder mehrere Oxide der Elemente X(X = Al, Ca, Mg, P, Si, Ti, Zr), versetzt mit einem kristallinem Pulver, durch eine Dtise oder 

Q ein Diisensystem gedriickt und anschliessend in eine beliebige Form gebracht wird, so dass durch die Packung der Faden aus der 
hochviskosen Suspension, deren \^skositat ein Verlaufen des Materials verhindert, eine offene Porenstruktur im Grdssenbereich der 

^ Fadendurchmesser entsteht. 



BEST AVAILABLE COPY 



WO 01/54747 Al 



iiiiuiiiiiiiiiiiiiigin 



MZ, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SB, SG, SI, SK, SL, 
TJ, TM, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZA, ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH, 
GM, KB, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), 
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, 
TM), europaisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, 
ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR), 
OAPI-Patent (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, 
MR, NE, SN, TD, TG). 



VerSffentlicht: 

— mit internationalem Recherche nbericht 

— vor Ablauf der fur Anderungen der Anspriiche geltenden 
Frist; Veroffentlichung wird wiederholt, falls Anderungen 



Zur ErklGrung der Zweibuchstaben-Codes, und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations H ) am Anfangjederregularen Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 




WO 01/54747 PCT/EP01/00803 



ANORGANISCHES RBSORBI ERBARES KNOCHENERSATZMATERIAL UND HERSTELLUNGSVERFAHREN 

5 Die Erfindung betrifft ein anorganisches resorbierbares Knochenersatzmaterial auf der Basis von 
Calciumphosphaten. 

Die Transplantation von Knochen ist nach der Applikation von Blutbestandteilen die zweithaufigste 
Transplantationsform beim Menschen (Fox, R.: New bone The Lancet 339, 463f. (1992)). So wurden 
in den USA 1993 250000 Knochentransplantationen durchgefQhrt (Kenley et al.: Biotechnology and 
10 bone graft substitutes. Pharmaceut Res. 10, 1393 (1993)). Der Ersatz posttraumatischer, als Folge 
von Osteomyelitiden und Tumoroperationen auftretender sowie osteoporotischer Knochendefekte ist 
von eminenter klinischer Bedeutung, da nur auf diese Weise eine funktionell umfassende 
Rehabilitation mOglich ist 

Das als "goldener Standard* bezeichnete Verfahren der Entnahme autologen Knochens, meist aus 
15 dem HQftkamm, zieht zusatzliche Kosten, Risiken und Belastungen des Patienten nach sich und es 
bestehen Grenzen hinsichtlich der zur VerfOgung stehenden Knochenmenge. Die teilweise 
ausgedehnten Entnahmedefekte schmerzen oft noch sehr lange und es besteht ein erhohtes 
Infektionsrisiko. Zur Vermeidung dieser Probleme wurden verschiedene alloplastische und allogene 
Materialien entwickelt, von denen bisher keines klinisch zufriedenstellende Ergebnisse zeigte ( Reuter, 
20 F. ( KQbler, N.R.: Die Wiederherstellung des Unterkiefers. Dtsch. Arzteblatt 96 A, 1054ff. (1996)). 
Bisherige Verfahren der Defektauffallung Oder -regeneration (Bankmaterial, Kunststoffe, anorganische 
Werkstoffe) haben Nachteile und Risiken wie Virusinfektion, fibrose Umgebungsreaktion, Avitalitat 
oder fehlende Resorption. 

Die Entwicklung einer innovatrven Gruppe von anorganischen Biomaterialien als Alternative zur 
25 autologen Osteoplast stellt einen erheblichen Fortschritt dar, da eine Sekunddroperation mit ihren 
erhfihten Kosten, Risiken und Beschwerden vermieden werden kann und die Nachteile weiterer 
Verfahren, wie z.B. die Obertragung von Krankheiten (HIV, Hepatitis, Enzephalitis, u.a.) oder schwere 
Immunreaktionen auf das Implantat prinzipbedingt unterbleiben. Bei einer VerkOrzung der 
Einheilphase bis zur Belastungsfahigkeit resultiert ein bedeutender Qualitatsgewinn for die 
30 Betroffenen. 
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Knochengewebsregeneration kann auf drei verschiedene Arten erfolgen: Osteogenese, 
Osteoinduktion sowie Osteokonduktion (KObler, N.R.: Osteoinduktion und -reparation. Mund Kiefer 
Gesichts Chir. 1, 2ff. (1997)). Ostekonduktion bedeutet aus vorhandenem Knochengewebe 
entspringendes Wachstum entlang einer Leitstruktur, wahrend man eine Stimulation der 
5 Differenzierung von Lagergewebszellen zu Osteoblasten a!s Osteoinduktion bezeichnet Osteogenese 
hingegen stellt eine Knochenneubildung aus vitalen, verpflanzten Knochenzellen dar. 

Als wesentliche Forderung for ein Knochenersatzmaterial steht die Resorbierbarkeit Knochen 
durchiauft kontinuiertich eine Phase eines Auf- und Abbaus, Remodeling genannt Ein 

10 Knochenersatzmaterial soil nun an diesem Remodeling teilnehmen und damit in einer gewissen Zeit 
(je nach DefektgrORe ca. 12 Monate) durch natOrlichen Knochen ersetzt werden. Der Abbau des 
natOriichen Knochens erfolgt durch Osteoklasten. Bei einem idealen Knochenersatz soil die 
Resorption auch durch Osteoklasten erfolgen, da hiermit der Abbau des Materials an die 
Knochenneubildung gekoppelt ist Alle anderen Resorptionsmechanismen laufen letztendlich Ober 

15 eine resorptive EntzQndung, die - insbesondere wenn sie zu stark wird - immer einer 
Gewebeneubildung hemmt. 

Knochen ist ein .Verbundmaterial" aus einem anorganischen mineralischen Anteil und einem 
oranischen Anteil (Kollagen). 

20 Das Mineral ist biogenes Hydroxylapatit (HA), ein Calziumphosphat. Reines HA hat die Strukturformel 
Ca 10 (PO 4 )6(OH)2. Biogenes HA weist dagegen einige Substitutionen auf. So finden sich Mg, F und CI 
(< 1 wt %) gegen Ca substituiert und C0 3 -Gruppen anstelle von P0 4 - Gruppen (5,8 wt % in Knochen) 
(EM. Carlisle: A possible factor in bone calcification, Science 167, pp.279-280(1970)). Die 
Kristallstruktur der Minerale ist hexagonal, wobei die Gitterparameter dem des synthetischen HA 

25 weitgehend entsprechen (Abweichungen in der 3. Dezimale, AngstrOm-Bereich). Die zwischen den 
Kollagenfasem angeordneten Minerale weisen eine ausgepragte Piattchenform auf. Die mittleren 
Abmessungen betragen 45 nm x 30 nm x 3 nm. Elektronenmikroskopische Untersuchungen belegen, 
dass es sich urn Einkristalle mit Baufehlern handelt (E.M. Carlisle: In vivo requirement for silicon 
Particular cartilage and connective tissue formation in the chick, J. Nutr. 106, pp.478-484(1976)), 

30 wahrscheinlich hervorgerufen durch die genannten Substitutionen. Die Mikrostruktur des Kollagen- 
Mineral-Veroundes lasst sich kurz wie folgt beschreiben. Kollagenfibrillen ordnen sich entsprechend 
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der auReren Beiastung zu parallelen BOndeln. Diese werden durch zwischen den Fibhllen 
angeordnete HA-Kristalle mechanisch verstarkt. Die Plattchen liegen dabei fiach auf den Fibrillen, 
wobei die kristallografische c-Achse der Minerale parallel zur Fibrillenlangsachse orientiert 1st Der Ort 
der Anlagerung an die Kollagenfasern ist durch die hierarchische Struktur des Kollagens (MolekOI - 

5 Prokollagen (Tipelhetix) - Mikrofibril(e) bestimmt. ProkollagenmolekQIe lagern sich parallel mit einer 
charakteristischen Versetzung zusammen. In Langsrichtung findet man 35 nm-LOcken zwischen den 
Prokollagenmolekolen. Letztlich ergibt sich eine Struktur mit einer 64 nm-Periode (Parry, DA. The 
molecular and fibrillar structure of collagen and its relationship to the mechanical properties of 
connective tissue. Biophys Chem. 1988 Feb;29(1-2):1 95-209. Review). Aus dieser Basisstruktur 

10 bilden sich durch orientiertes Zusammenlagern der Fibrillen mehr oder weniger komplizierte 
Oberstrukturen (Sehnen, Lamellenknochen, Geflechtknochen; Strukturmodelle siehe (Arsenault, A.L.: 
Crystal-collagen relationships in calcified turkey leg tendons visualized by selected-area dark field 
electron microscopy. Calcif Tissue Int. 1988 Oct;43(4):202-12.), (Traub, W.; Arad,- T.; Weiner, S.: 
Origin of mineral crystal growth in collagen fibrils. Matrix. 1992 Aug;12(4):251-5.)und (Landis, W.J.; 

15 Hodgens, K.J.; Song, M.J.; Arena, J.; Kiyonaga, S.; Marko, M.; Owen, C, McEwen, B.F.: 
Mineralization of collagen may occur on fibril surfaces: evidence from conventional and high-voltage 
electron microscopy and three-dimensional imaging. J Struct Biol. 1996 JuI-Aug;117(1):24-35.)). Die 
LOcke zwischen den Prokollagenmolekolen wird a!s Ort der primaren Keimbildung angesehen. 

20 FOr ein Knochenersatzmaterial ist es ideal, dass eine Porenstruktur, wie sie in der Spongiosa vorliegt, 
vorhanden ist. D.h. es mOssen interkonnektierende Poren von ca. 0.2 mm bis 0.8 mm Durchmesser 
existieren. Dadurch ist es mOglich, dass Blutgefd&e in das Material einwachsen und somit der 
remodeling Prozess erst mOglich wird. 

25 PorOse Biokeramiken aus Tricalciumphosphat (TCP)/Hydroxylapatit (HA) und 
TCP/Monocaldumphosphat-monohydrat (MCPM) sind sowohl isoliert als auch in Kombination mit 
BMP sowie Knochenmarkzellen fOr Osteokonduktion und -induktion Gegenstand international 
tierexperiementeller Forschungen (Wippermann, B. et al.: The influence of hydroxyapatite granules on 
the healing of a segmental defect filled with autologous bone marrow. Ann. Chir. Gynaecol. 88, 194ff 

30 (1999); Anselme, K. et al.: Assodations of porous hydroxyapatite and bone marrow cells for bone 
regeneration. Bone 25 (Suppl. 2), 51Sff. (1999); Niedhart, C. et al.: BMP-2 in injizierbarem 



WO 01/54747 PCT/EP01/00803 

4 

Tricalciumphosphat-carrier ist im Rattenmodell der autologen Spongiosaplastik biomechanisch 
Qberlegen. Z. Orthop. 137 (Suppl. I), VI-283 (1999); Penel, G. et al.: Raman microspectrometry 
studies of brushite cement in vivo evolution in a sheep model. Bone 25(Suppl. 2), 81Sff. 
(1999);Brown, G.D. et al.: Hydroxyapatite cement implant for regeneration of periodontal osseous 

5 defects in humans. J Periodontal 69(2), 146ff (1998); Flautre, B. et al.: Volume effect on biological 
properties of a calcium phosphate hydraulic cement: experimental study in sheep. Bone 25 (Suppl. 2), 
35Sff. (1999)). Die offenporige gitterartige Struktur von resorbierbaren TCP/HA fOrdert die 
Regeneratbildung (Jansson, V. et al.: Knochen-/Knorpel-Regeneration in Bioimplantaten - Ergebnisse 
einer tierexperimentellen Studie. Z. Orthop. 137 (Suppl. I), VI-307 (1999)). Es gibt Hinweise, dali die 

10 Integration und Regeneration bei makroporOsen HA-Keramiken durch Resorption, Mikrofraktur und 
emeute Osteokonduktion abiduft (Boyde, A. et al.: Osteoconduction in a large macroporous 
hydroxyapatite ceramic implant evidence for a complementary integration arid disintegration 
mechanism. Bone 24, 579ff. (1999)). Durch Kombination mit BMP (bone morphogenic protein (Meraw, 
S.J. et al.: Treatment of peri-implant defects with combination growth factor cement. J Periodontal 

15 71(1), 8ff. (2000))) bzw. Osteoprogenitor-Zellen kOnnte eine weitere Steigerung des 
Regenerationspotentials durch zusdtzliche Osteoinduktion erreicht werden. 

Als Knochenersatz erweist sich ein Verbundmaterial aus organischen und anorganischen Materialien 
als ungQnstig, da kOrperfremde organische Bestandteile AbstoGreaktionen des KOrpers 
20 (Immunreaktionen) verursachen bzw. zu unerwQnschten resorptiven EntzOndungen fOhren. 



In der Patentliteratur eine Vielzahl von porOsen Keramiken als Knochenersatz beschrieben. In U.S. 
Patent 5,133,756; 1992 wird die Keramik aus der Spongiosa von Rinderknochen hergestellt und hat 
damit die geforderte Porenstruktur. Die gesamte organische Matrix wird entfernt und der keramische 
25 Anteil wird bei Temperaturen von 1 100 °C bis 1500 °C getempert 

Ein anderes Verfahren (U.S. Patent 4 861 733; 1989) geht vom GerOst natOrticher Korallen aus und 
wandelt das Kalziumcarbonat in einem hydrothermalen Prozett in Calciumphosphat urn. Der Vorteil 
dieser Verfahren ist, daS die Porenstruktur (GrOBenverteilung, Morphologie) ideal zum Einwachsen 
des Knochengewebes ist 

30 Der entscheidende Nachteil dieser Keramiken ist daG sie nicht resorbierbar sind. For die 
beschriebenen Materialien bedeutet das, daft das Knochengewebe zwar ausgezeichnet in die 
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Porenstruktur hinein wachst Das feste KristallgefQge der Keramik ist jedoch nicht am 
Knochenremodeling beteiligt Es bleibt daher ein FremdkOrper und beeinflufit die mechanischen 
Eigenschaften. Insbesondere beim Knochenwachstum kommt es zu EntzOndungen im Obergang vom 
Gewebe zur Keramik. 

• 

Resorbierbare Keramiken werden auf der Basis von Tricalciumphosphat beschrieben (US 
5141511,1992 ). Auch hierbei handelt es sich urn ein testes, durch Sinterprozesse entstandenes 
KristallgefQge. Poren werden nur in der GrOBenordnung der Spongiosa in das Material eingebracht 
Die Resorption erfolgt auf der Basis der LOslichkeit des Tricalciumphosphates. Damit tritt lokal eine 
erhohte lonenkonzentration auf und es kommt zu einer resorptiven EntzOndung. 

Bioaktive Gteser werden ebenfalls als Knochenersatzmaterial angeboten (US 6054400, 200; US 
5658332,1997). Das anorganische Material liegt hier als glasiger Festkarper vor. Poren in der 
GrOBenordnung der Spongiosa erlauben ein Einwachsen des Gewebes. Kleinere Poreri liegen in dem 
Material nicht vor. 

Auch Glaskeramiken werden als Knochenersatz angeboten (US59981412.1999). Sie sind mit den 
bioaktiven Glasem zu vergleichen, wobei das Calciumphosphat als kristalline Komponente in einer 
Glasmatrix voriiegL 

Als weitere Stoffgruppe for den Einsatz als Knochenersatz wurden Calciumphosphatzemente 
entwickelt (US5997624.1999; US5525148.1996). Entscheidender Nachteil dieser Stoffgruppe ist es, 
dass keine definierten interkonnektierenden Poren in das Material eingebracht werden, womit sie auf 
sehr kleine Knochendefekte beschrankt sind. 

Der vorliegenden Erfindung liegt demgegenGber die Aufgabe zugrunde, einen Knochenersatzwerkstoff 
zu liefem, der eine Bildung von Knochengewebe unterstotzt ( der also osteokonduktiv bzw. 
osteoinduktiv ist) und der Ober die natOrlichen Prozesse des Knochenremodeling resorbiert wird. 
Femer soil ein Herstellungsverfahren for einen derartigen Knochenersatzwerkstoff angegeben 
werden. 



• 
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Die Aufgabe wird erfindungsgemaft durch ein Material mit den Merkmaien des Anspruchs 1 gelOst 
Das Material besitzt ein lockeres KristallgefQge von Calciumphosphaten, d.h. die Kristallite sind nicht 
wie in einem FestkOrper (Keramik) dicht zusammengefOgt, sondern nur Ober einige MolekOlgruppen 
miteinander verbunden. Das Volumen, das im natOrlichen Knochen vom Kollagen eingenommen wird, 
5 ist in dem Material als interkonnektierende Poren im Nanometerbereich vorhanden. Eine zweite 
PorengrOBe, ebenfalls interkonnektierend und im Bereich von einigen Mikrometern, ermOglicht ein 
Einwachsen von Kollagenfasern bei der Gewebebildung. Diese Fasern sind Keimbildner for die 
einsetzende Biomineralizierung ( Bildung des kOrpereigenen biologischen Apatits). Das Material 
enthait eine dritte interkonnektiemde Porenkategorie, die der Spongiosa nachempfunden ist und damit 
10 im Bereich von ca. 100pm bis 1000pm liegt und damit ein Einwachsen von Blutgefaiien ermOglicht, 
wodurch die Resorption und die Knochenneubildung nicht nur als Front vom gesunden Knochen aus 
erfolgt, sondern aus dem gesamten Defekt heraus geschieht 

Durch die Porenstruktur ist das entwickelte Material hervorragend geeignet, kOrpereigene (z.B. 
15 KnochenmarksflQssigkeit) Oder kOrperfremde (z.B. BMPs) osteoinduktive Komponenten aufzunehmen. 
Hierdurch wird eine extreme Gewebefreundlichkeit und damit ein schnelles Einwachsen von 
Knochengewebe erreicht. 

Das lockere KristallgefQge macht eine Resorption durch Osteoklasten mOglich. 
Als Calciumphospat wird vorrangig ein Hydroxylapatit verwendet, das in der Kristallitgraiie dem 
20 biologischen Apatit angepasst ist Eine zweite lOsliche Calciumphosphatkomponente (p- 
Tricalciumphosphat oder Bruschit) kann als lokaler Calciumphosphatliferant for die an den 
Kollagenfasern beginnende Biomineralisierung gewflhlt werden. Die lOslichen Komponenten sollen in 
der Konzentration vorliegen, dass keine bzw. nur eine geringe resorptive EntzQndung auftritt, die die 
Gewebeneubildung nicht verhindern soli. 

25 

In der Literatur wird zunehmend vom positiven Einfluss von Si0 2 auf die Kollagen- und 
Knochenbildung berichteL 

Die Ergebnisse wurden sowohi bei in vitro als auch bei in vivo Experimenten erhalten. 
Calisle (E.M. Carlisle: A possible factor in bone calcification, Science 16/, pp.279-280(1970)) 
30 berichtet, dass Silizium ein wichtiges Spurenelement bei der Bildung und Mineralisation der Knochen 
ist Siliziummangel erzeugt bei HOhnern und Ratten im Tierexperiment einen defekter> Knochenaufbau 
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(E.M. Carlisle: In vivo requirement for silicon Particular cartilage and connective tissue formation in 
the chick, J. Nutr. 106, pp.478-484(1976)). Das Silizium wird von verschiedenen Autoren in 
unterschiedlichen Formen bei den Experimenten verwendet. So nutzen Keeting et al. ( P.E. Keeting et 
al.: Zeolite a increases proliferation, differentation, and transforming growth factor & production in 
5 normal adult human osteoblast-like cells in vitro, J. of bone and mineral research, Vol.7, Nr.11, pp. 
1281-1289(1992)) siliziumhaltige Zeolite A for ihre Experimente und stellen einen positiven Einfluss 
auf das Zellwachstum und die Zellteilung von kultivierten Zellen einer humanen Zelllinie fest. Hierbei 
ist natQrlich wichtig, dass damit auch andere Elemente, wie z.B. Aluminium, mit einer negativen 
Wirkung in das System gelangen. 

10 Der Einfluss von Silizium auf die Knochenbildung wird von Reffitt et al. (D. Reffitt et at.: Silicon 
stimulated collagen type I synthesis in human osteoblast-like cells, Bone 23(5), p.419(1998) ) in vitro 
an Zelllinien untersucht. Es wird eine Stimulierung der Kollagen Typ I Synthese festgestellt. 
Im Tierexperiment wurde der Knochenmasseverlust von osteoporotischen Ratten untersucht (H. Rico 
et al.: Effect of silicon supplement on osteopenia induced by ovariectomy in rats, Calcif. Tissue Int 

15 66(1), pp. 53ff(2000) ). Hierbei wurde festgestellt, dass Ratten, die 500mg Si pro kg Nahrung 
erhielten, keinen Knochenmasseverlust zeigten im Gegensatz zu den Tieren, die kein Si in der 
Nahrung hatten. Lyu (K. Lyu, D.Nathason, L. Chou: Induced osteogenesity In vitro upon composition 
and concentration of silicon, calcium, and phosphorous. Sixth World Biomaterials Congress 
Transactions 2000, 1387) stellt mit in vitro Experimenten fest, dass Si eine bedeutende Rolle bei der 

20 Osteogenese spielt und eine Korrelation zwischen Osteogeneseaktivitat und Si-Konzentration (von 10 
bis 100ppm Si im Kulturmedium) besteht. 

Der positive Aspekt des Si0 2 bei der Knochenbildung wird durch das beschriebene 
Knochenersatzmateriai aufgegriffen, indem in das lockere KristallgefQge des Knochenersatzmaterials 
25 nanoporOses Si0 2 eingefOgt wird. Es wird nanoporoses Si0 2 gewahlt, urn zum Einen eine gute 
LOslichkeit zu realisieren und zum Anderen eine hohe innere Oberflache zu gewahrleisten. 

Ein Verfahren zur Losung der der Erfindung zugrunde liegenden Aufgabe weist die MaBnahmen des 
Anspruchs 6 auf. Sie bestehen darin, daS eine hochviskose Suspension, bestehend aus einem Sol 
30 eines Oder mehrere Oxide der Elemente X (X=AI, Ca, Mg, P, Si, Ti, Zr), versetzt mit einem kristallinem 
Pulver, durch eine DOse oder eine DOsensystem gedrOckt und anschlieBend in eine beliebige Form 




WO 01/54747 PCT/EP01/00803 

8 

gebracht wird, so da& durch die Packung der Faden aus der hochviskosen Suspension, deren 
Viskositat ein Verlaufen des Materials vertiindert, eine offene Porenstruktur im GrGfcenbereich der 
Fadendurchmesser entsteht, die Faden sich aber durch den noch nicht abgeschlossenen 
GelQbergang an den BerQhrungsstellen verbinden. 
5 Durch diese offenen Poren, deren GrflBe von 50 pm bis einige 1000 pm reicht, also in einem 
wesentlich grOfierem Bereich als die durch den Sol-Gel-ProzeR hergestellten Poren liegt (Patent De 
198 25 419 A1), ist ein schnelles Einwachsen von Gewebe und insbesondere von Blutgefa&en 
mOglich. Eine Resorption des Materials ist damit erst gewahrleistet 



10 Zur Herstellung der hochviskosen Suspension wird Calciumphosphatpulver Oder -granulat, das durch 
die verwendete Komponente, die KomgrflBenverteilung, die Morphologie, den Kristallinitatsgrad und 
vorhandene Gitterdefekten variierbar ist, mit einem Sol eines Oder mehrerer Oxide des Elementes X 
(X = Al, Ca, Mg, P, Si, Ti, Zr) mOglichst homogen vermischt. 

AnschlieQend wird das Gemisch in einen Behdlter so gefollt, daft sich keine Luft in dem 
15 geschlossenen Behaiter befindet und der Behaiter wird urn eine horizontale Achse gedreht, urn ein 
Absinken der schwereren Feststoffanteile zu verhindern. 

Der Durchmesser der DOse bzw. der DOsen liegt vorzugsweise im Bereich von 50 pm bis 1000 pm, 
wobei mit 200 pm eine Werte erreicht wird, der dem Durchmesser der Trabekel im Knochen entspricht 
und technisch gut zu realisieren ist 

20 Die durch die DOsen Oder das DQsensystem entstehenden Faden aus der hochviskosen Suspension 
werden derart in die beliebige Form, wie Zylinder, Hohlzylinder Oder Kugelschalensegment gedrOckt, 
daB die durch die Packung der Faden determinierten Poren einen bestimmten Volumenanteil von 
bevorzugt 50% erhalten und eine Verbindung der sich berOhrenden Faden gewahrleistet ist. 
Die Viskositdt der die Faden bildenden Suspension darf nicht so niedrig sein, dad die Faden 

25 ineinander verlaufen. 

Gegebenenfalls, insbesondere wenn sehr dQnne Faden hergestellt werden sollen, kann es notwendig 
sein, die Viskositat nach Passieren der DOse bzw. der DOsen zu erhOhen, urn zum einen ein 
Verstopfen der DOsen zu verhindern (geringere Viskositat) und zum anderen ein Verlaufen der Faden 
zu vermeiden (hOhere Viskositat). 



30 
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Das wird dadurch erreicht, daft der Suspension nach Verlassen der DOse(n) schnell LOsungsmittel 
entzogen wird. Das kann durch eine schnelle TemperaturerhOhung und bzw. oder durch eine 
Verringerung des Partialdruckes des LOsungsmittels erfolgen. Am einfachsten erweist es sich, die 
Fadenpackung mit heifier trockner Luft zu spOien. 
5 Urn die Festigkeit des hochportteen FormkOrpers zu verbessern, kann die Packung der Faden mit 
einer Suspension gleicher Zusammensetzung wie die Ausgangssuspension getrankt werden, wobei 
hierbei eine Viskositat der Suspension gewahlt wird, die gewahrleistet, dass Teile der Suspension 
zwischen den Faden hangen bleibt und mit der Gelbildung eine bessere VerknOpfung der Faden 
ermOglicht und gleichzeitig ein Verstopfen der groGen interkonnektierenden Poren verhindert. 

10 

Vor dem Trocknen des FormkOrpers erfoigt ein Altern der Gelstruktur. Eine gesattigte 
LOsungsmittelatmosphare verhindert das vorzeitige Trocknen. 

Das Trocknen wird anschlie&end bei einer Temperatur von bevorzugt 90-1 50°C 2 Stunden lang 
durchgefQhrt Das Gel bleibt dann in einem nanoporOsem Zustand, was die Resorption erleichtert Soli 
15 die Festigkeit erhoht werden erfoigt eine Temperaturbehandlung in einem Bereich zwischen 600°C 
und 800°C. 

Nach dem Trocknen erfoigt ein Puffern des hochporGsen FormkOrpers bevorzugt mit Phosphatpuffer 
bei pH 7,2. 

Der danach erforderliche Trocknungsprozett wird mit einer Sterilisation verbunden. 

20 

Die Erfindung wird im folgenden an Hand von Beispielen erlautert Sie ist jedoch auf diese Beispiele 
nicht beschrankt. 
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Beispiel 1 

Die Abbildung.1 zeigt eine transmrssionelektronenmikroskopische Aufnahmen von Schnitten des in 
Epoxid eingebetteten Biomaterials. Die glatten Fiachen sind die mit Epoxid gefOllten Poren. Deutlich 
5 zu erkennen 1st das lockere KristallgefQge, das durch unterschiedliche Calciumphosphatpulver mit 
unterschiedlicher Kristallmorphologie beeinflusst werden kann. FOr dieses Beispiel wurde beim 
Calciumphosphat ein Verhaitnis 60% Hydroxilapatit (HA) und 40% R Tricalciumphosphat (TCP) 
gewahlt Die grOlieren Kristallite in der Abbildung sind die lOslichen p TCP Anteile. 
Die Porositat hat die Gro&enordnung der Kristallite. So existiert eine grade Oberflache, die in vivo von 
1 0 KOrperflQssigkeit benetzt wird. 

Die Abbildung demonstriert gleichzeitig, dali im pm-Bereich ausgepragte interkonnektierende Poren 
existieren (hier durch die TEM-Praparation mit Epoxid gefoilt), die ein ungehindertes Einwachsen von 
Kollagenfasern erlauben. 

GOttinger Minischweine wurden fOr die Tierexperimente genutzt. Die Tiere waren adult (ein Jahr alt) 
15 und hatten ein Gewicht zwischen 25 und 30 kg. Die Knochendefekte Oberschritten die kritische GrOfie 
von 5 cm 3 ; ihre Abmessungen betragen ca. 3,0cm*1,5cm*1,5 cm. Sie wurden in den Unterkiefer 
gesetzt, komplett mit dem Knochenersatzmaterial gefQIlt und mit Periost geschlossen. Nach 5 Wochen 
wurden die Schweine getOtet, und die Unterkiefer entnommen und rOntgenologische, histologische 
und rastermikroskopische Untersuchungen durchgefohrt. Die Tierversuche wurden nach 5 Wochen 
20 ausgewertet, urn das Anfangsstadium der Knochenregeneration zu studieren. 

Im Randbereich ist eine gute VerknOcherung nachzuweisen. Histologische Schnitte aus dem 
Randbereich dokumentieren eine sehr gute Knochenbildung Das Biomaterial wird von jungen 
Knochen z.T. ummantelt (Abb.2). 

25 Es sind schon nach 5 Wochen deutliche Anzeichen der Resorption zu erkennen. Das ursprOnglich 
.runde" Material hat Kanten und Ecken bekommen und zeigt Einbuchtungen, wie sie typisch fur 
Osteoklastenaktivitaten sind (Abb. 3). Zudem ist zu erkennen, dass die Mikrometerporen des 
Materials von organischem Material durchsetzt sind. Die REM-Aufhahmen bestatigen das 
eindrucksvoll. In Abbildung 4 ist eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Schnittes aus 

30 der Mitte des Defekts und eine Ausschnittsvergreaerung dargestellt Im gesamten Defekt - auch 
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zentral, wo die Knochenbildung noch nicht soweit vorangeschritten ist - sind die Mikroporen von 
Kollagenfasem durchzogen, die wiederum deutlich eine Mineralisierung zeigen . 
Die Abbildung 5 zeigt einen demineralisierten histologischen Schnitt (Hamalaun Eosin). Es ist zu 
erkennen, dass die groBen Poren des Biomaterials ein vom Rand beginnendes Einwachsen von 
5 Blutgefaiien eriauben. 



Beispiel 2 

Die Abbildung 6 zeigt eine transmissionelektronenmikroskopische Aufnahmen von Schnitten des in 
Epoxid eingebetteten Biomaterials. Die glatten Fiachen sind wiederum die mit Epoxid gefOllten Poren. 
10 Deutlich zu erkennen ist das lockere KristallgefUge, das sich von dem in Abbildung lunterscheidet. 
FOr dieses Beispiel wurde als Calciumphosphat reines Hydroxilapatit (HA) verwendet 
Die Porositat hat die GrOBenordnung der Kristallite. So existiert eine grofie Oberfiache, die in vivo von 
KOrperflOssigkeit benetzt wird. 

Die Abbildung demonstriert gleichzeitig, daft im pm-Bereich ausgepragte interkonnektierende Poren 
15 existieren (hier durch die TEM-Praparation mit Epoxid gefOllt), die ein ungehindertes Einwachsen von 
Kollagenfasem eriauben. 

Beispiel 3 

60 ml Tetraethoxysilan werden unter R0hren18 ml Wasser und 18 ml Salzsaure MasslCsung 
20 zugegeben. 

Nach der Hydrolyse wird diesem Ansatz ca. 60 g Hydroxylapatit und 40g p Tricalciumphosphat 
zugegeben. Diese Suspension wird in einem geschlossenen zu 100% gefOllten Gefaft urn eine 
horizontale Achse gedreht, urn eine Ablagerung der Phosphate am Boden zu verhindem. 
Nach 2 Stunden ist die Viskositat so hoch, daft das Sol durch eine DQse mit 1mm Durchmesser 
25 gedrOckt wird und stabile Faden erzeugt, die als zufaiiige Packung in eine recheckige Form gebracht 
werden, dali die Faden ca. 50% RaumausfOllung ergeben. 

Die Probe wird nun 12 h im Exikator bei gesattigtem Ethanoldampf gelagert AnschlieBend erfolgt eine 
Trocknung bei 120 °C 2 h in einem Ofen. 



30 Nach dem TrocknungsprozeB wird mittels Phosphatpuffer ein pH-Wert von 7.2 eingestellL 
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Die Proben werden an der Luft getrocknet, spater bei 200°C (Aufheizrate: 1°C/min; Dauer. 3 Stunden) 
getrocknet und steriiisiert 



Die Tierexperimente wurden mit GOttinger Minischweinen (ausgewachsen, ca. 60 kg schwer) 
5 durchgefOhrt Dabei wurde ein ca. 5 cm 3 groBer Defekt im Unterkiefer gesetzt und mit dem Material 
gefollt. Nach fOnf Wochen wurden die Schweine getatet, urn das Anfangsstadium der Regeneration 
des Defekts auszuwerten. Eine lichtmikroskopische Abbildung eines histologischen Schnitts ist in 
Abbildung 7 dargestellt. Es ist ein extrem schnelles Wachstum des Knochens (einschlieBlich von 
BlutgefSBen) in den Poren des Knochenersatzmaterials und eine Resorption des Materials zu 
10 erkennen. (A- Knochen des Unterkiefers; B - neugebildeter Knochen; C - Reste des 
Knochenersatzmaterials; D - BlutgefaBe in den Poren des Materials). Die ursprOnglich fadenfOrmige 
Struktur hat sich durch Resorption stark verandert. 



Befspiel 4 

15 60 ml Tetraethoxysilan werden unter R0hren18 ml Wasser und 18 ml Salzsaure Massiesung 
zugegeben. 

Nach der Hydrolyse wird diesem Ansatz ca. 40 g Hydroxylapatit zugegeben. Diese Suspension wird in 
einem geschlossenen zu 100% gefOllten GefaB urn eine horizontale Achse gedreht, urn eine 
Ablagerung der Phosphate am Boden zu verhindem. 
20 Nach 2 Stunden ist die Viskositat so hoch, daB das Sol durch eine DQse mit 0.2mm Durchmesser 
gedrdckt wird und stabile Faden erzeugt, die als zufallige Packung in eine recheckige Form gebracht 
werden, daB die Faden ca. 50% Raumausfullung ergeben. 

Die Probe wird nun 12 h im Exikator bei gesattigtem Ethanoldampf gelagert AnschlieBend erfolgt eine 
Trocknung bei 120 °C 2 h in einem Ofen. 



WO 01/54747 



13 



PCT/EP01/00803 



PatentansprUche 

1. Anorganisches resorbierbares Knochenersatzmaterial auf der Basis von Calciumphosphat, 
dadurch gekennzeichnet: . 

a) dass ein lockeres KristaHgefOge von Calciumphosphat mit interkonnektierenden Poren im 
Nanometerbereich zwischen den Kristalliten vorliegt und die Kristallite nur Ober wenige 
MolekQlgruppen verbunden sind, so dass die Volumenanteile, die im natOrlichen Knochen 
durch das Kollagen eingenommen werden, jetzt interkonnektierende Poren sind, 

b) dass der Feststoffgehalt des Knochenersatzmaterials minimiert und ein Einwachsen von 
Kollagenfasern in das Material ermOglicht wird, indem zusatzlich interkonnektierenden Poren 
in der GrCGenordnung von 1pm bis 10pm das Material durchsetzen, 

c) dass Einwachsen von Blutgefafien durch weitere interkonnektierende Poren mOglich ist, die 
denen der Spongiosa nachempfunden sind und im GrOftenbereich von 100pm bis 1000pm 
liegen. 

2. Anorganisches Knochenersatzmaterial nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Calciumphosphat Hydroxylapatit ist, das in der KristallitgrOBe bevorzugt dem biologischen Apatit 
des Knochens entspricht. 

3. Anorganisches Knochenersatzmaterial nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass es aus 
Hydroxylapatit und einem lOsliches Calciumphosphat besteht, das durch die LOslichkeit eine 
schnelle Biomineralisierung der in die Mikrometerporen eingewachsenen KollagenbQndel initiiert 
(Calcium- und Phosphorlieferant) und in der Konzentration vorliegt, die keine die 
Gewebeneubildung hemmende resorptive EntzOndung hervorruft 

4. Anorganisches Knochenersatzmaterial nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
nanoprOses Si0 2 in das lockere KristaHgefOge eingebaut ist, das bei der Materialresorption 
freigesetzt wird und damit die Kollagenbildung beschleunigt 
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5. Anorganisches Knochenersatzmaterial nach Anspruch 1 Oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
die hohe innere Oberfiache durch synthetische Oder kOrpereigene Wachstumsfaktoren belegt ist 

6. Verfahren zur Herstellung eines anorganischen resorbierbaren Knochenersatzmaterials, dadurch 
gekennzeichnet, dass eine hochviskoses Suspension eines Sols eines oder mehrere Oxide der 
Elemente X (X=AI, Ca, Mg, P, Si, Ti, Zr), versetzt mit einem kristallinem Pulver, durch eine DOse 
Oder eine DOsensystem gedrQckt und anschlieBend in eine beliebige Form gebracht wird, so dass 
durch die Packung der Faden aus der hochviskosen Suspension, deren Viskositat ein Veriaufen 
des Materials verhindert, eine offene Porenstruktur im GrflBenbereich der Fadendurchmesser 
entsteht 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Viskositat der Suspension nach . 
dem Verlassen der DOse Oder des DOsensystems vergrdfiert wird und damit ein Veriaufen der 
Faden in der Form verhindert wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 6 und 7, dadurch gekennzeichnet, dass durch eine schnelle ErhOhung 
der Temperatur der Faden aus der hochviskosen Suspension nach dem Verlassen der DOse oder 
des DOsensystems Lflsungsmittel verdampft und die Viskositat des Sols steigt 

9. Verfahren nach den AnsprOchen 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass durch eine schnetle 
Verringerung des Partiaidrucks des LOsungsmittels der Suspension nach dem Verlassen der DOse 
oder des DOsensystems LOsungsmittel verdampft und die Viskositat des Suspension steigt. 

10. Verfahren nach den AnsprOchen 6 bis 9 dadurch gekennzeichnet, dass die Faden derart in die 
Form gepresst werden, dass die durch die Packung der Faden entstandenen Poren den 
gewOnschten Volumenanteil am FormkOrper besitzen. 
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11. Verfahren nach den AnsprQchen 6 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Packung der Faden 
mit einer Suspension gleicher Zusammensetzung wie die Ausgangssuspension getrankt wird, 
wobei hierbei eine Viskositat der Suspension gewahlt wird, die gewahrieistet, dass Teile der 
Suspension zwischen den Faden hangen bleibt und mit der Gelbildung eine bessere VerknQpfung 

5 der Faden ermCglicht und gleichzeitig ein Verstopfen der groRen interkonnektierenden Poren 
verhindert, wobei die Viskositat Qber die Gelbildungszeit geregelt wird. 

12. Verfahren nach den AnsprQchen 6 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Material 
vorzugsweise in einem Temperaturbereich von 90°C bis 200°C getrocknet wird. 

10 

13. Verfahren nach den AnsprQchen 6 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass das Material zur 
ErhOhung der Festigkeit vorzugsweise in einem Temperaturbereich von 600°C bis 1000°C 
temperaturbehandelt wird. 

15 14. Verfahren nach den AnsprQchen 6 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass das Material 
vorzugsweise mit einem Phosphatpuffer mit pH 7.2 gepuffert wird. 
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